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　濾紙電気泳場法は，泳動濾紙上のspotの作用力を何等かの，簡便な方法で，検出する事が出来
た場合は，非常に有用な，酵素蛋白研究の一手段と考えられる．すでに，Ｐｅｒｏｘidasｅ(1)，Ｐｅｐsin(2)。
Amylase及びＴｒｙpsin(3)等に対する研究例がある．
　筆者(4)はさきに，濾紙上の蛋白分解酵素のspotを，写真フイルム膜面に作用せしめI gelatin
膜を溶脱せしめる事によって, spot確認する方法を述べたが，今回は，この方法を併用して，２，
３の蛋白分解酵素の濾紙電気泳動的研究を行った結果，蛋白分解酵素の研究に対し，有用な手段で
あることと認め得た．
　　　　　　　　　　　　　　　　(実　験　並　に　考　察)
　本実験において，濾紙上のProtease spot を，写真フイルム膜面に再現せしめる方法は，すべ
て前報(4)の基礎実験において示したのと，ほぽ全様である．その大要を記すと，
　予め，露光，現像した(El) "さくら”スライド用ボジフイルムを, pH5の0. lMクェン酸緩衝液
に充分浸した後，スポンジを用いて，軽く拭き取り，この膜面に，予め真空乾燥した泳動濾紙を重
ね，更に同一緩衝液で適当に湿した濾紙CE2)を重ね，これを二枚のガラス板に狭み，周囲をピニー，
ルテープで密閉して，30°Ｃの恒温器に所定時開放置した後，水中で，フイルムと濾紙をはなし，
充分水洗し，乾燥する．
　また，各蛋白分解酵素標品の濾紙電気泳勣は，次の要領で行っだ．
　濾紙は，東洋濾紙No. 51 A を40 cmXl3 cm の大きさに切って用い，その横断中央線上に，
ほぽ等間隔に，酵素溶液0.005 m1 乃至0.02 m1 を，４乃至６ケ所にspotした．なお，発熱に
よる変性を，極力さけるため，30～50 Volt の低電圧で，長時間泳勣せしめた．泳勣終了後，真空，
室温で乾燥し，各原点毎に，泳動方向に平行に切断し，その中の一方を染色，他はフイルム膜面に
作用せしめて, Protease spots の検出に用いた．
（註１）本実験では，異った泳動濾紙上の酵素力を比較する必要が無かったので，フイルムの露光，現像は，
　必ずしも一定にして居ない.
（註２）反応液相の補充の意味であるが，余り液が多すぎると，液の流れがおこり, Spotが移動する恐れが
・ある．また少なすぎると　反応が円滑に行われない．
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　染色は, Brompheりol blue lg,を Ethahol 200 m目こ溶かし,ドれに昇禾を飽和したものを用
い，染色後，0.5％酷酸水溶液で洗条した．
　　　(Ｉ)市販"Papain”製剤　　　　≒
　市販の"Papain”(E. Merck, 1 : 350) 100 mg を
　(1) pH3のO.IM-クェン酸緩衝液, 1ml
　(2) pH5のO.IM-クェン酸緩衝液‾　2 ml
　(3) pH8のO.IM一瑚酸緩衝液,j……;'1･,ml‘犬･
に夫々溶解し，不溶物を濾別した後，前記要領に従い，溶解に用いた緩衝液を用いて，濾紙電気泳
動を行い，染色及びフイルム法による　Proteaseの検出を行った．その結果は, Fig. I-(l)～
Fig. I－(3)に示した通りである．但し,▽最初のspotの液量は, (1)及び(3)は, 0.01 ml, (2)は0.2
　　　　　　　　　　　　　　｀　　●　　　　●●･d　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sm1である．各図において，左端の一例のみが染色した泳勁図型で，他はすべて，泳動濾紙による
フイルム膜面溶脱図型である．　９
　先ず染色図型について考察すると；　　‘'
　本実験に使用した"Papain”標品中には，最少，２種類の異った蛋白を含んで居ることが, pH 5
　(Ｆｉｇ.I－(2)),及びｐＨ８(Fij.I－(3))における泳動図型から明瞭に指摘される．この中，易動度
の高い方を, Fraction―1,低り方を, Fraction ―2と仮称する. pH3における図型(Fig. I一一(1))
では余り明瞭に分離しなかった..パパインの等電点は，通常９附近と考えられて居る．従って，こ
の場合は，等電点から離れすぎた為と考えてよい．なおpH= 5の方が, pH=8の場合より，この
二種の蛋白の分離が明瞭のよ列ど思えるか，これに泳動時の分離能の差ではなく，恐らく，それぞ
れのpHにおける両蛋白の溶解性の羞に基く，量的吉恰の相違の為であろう．即ち. pH8におい
ては, Fraction―1の相対的溶解度が, pH5R場合に較べて少さいためと考えてよかろう．なお，
ｐＨ５における,･Fraction― 1とＦrａむtion―2の割合は，大約ト２である事が認められる．
　次に，この染色図型を，フイルみ膜面溶脱図型と比較して見るに，上記２種の蛋白の中，蛋白分
解能を示したのは，常にFraction ― 2だけで高易動度の蛋白は，全然分解能を示さなかった．元
来，パパイヤ乳液には, Protease･として, Papain以外に, Chimopapainの存在が，指摘されて
居る(5)が，本実験では，市販？apain"製剤中に，そのような，第二の活性蛋白の存在を証明し得
なかった．然し，その染色泳動図型に示された量的関係，あるいは，後述の如く，当地産パパイヤ
から得た, Papain標品の場合，高扇動度の才ractionも，蛋白分解力を示した事実を考慮すると，
この場合も，矢張り，高易勁度のFraction (Fraction―1)はChimopapainであるが高度に，不
活性化したものと考えた方が，妥当のようである．なお，パパイン乳液中には，上記, Papain,
Chimopapainの活性蛋白以外に,･　第三９羞白の存在が，推定されているが，本実験では，明
確に検出し得なかった. Fraction ―2｡のなお後方にわずかにそれらしきものを推定し得るに止まっ
た．　　　　　　　　　　　　　　　，●　フ
　　(ｎ)いちぢく乳液より得た粗Ficin
　いちぢく乳液に, Papain類似の活性蛋白"Ficin”が含まれて居ることは，古くから知られてい
た．とくに，南米産の' Ficus属の乳液は，駆虫作用かおり，その本体に対する研究が行われた結
果，それが，乳液中にあるProteaseの作用であることが判明した(6).ついで，多くのFicus属に
ついて検討され，必ずしも駆虫作用はないか，すべて強いProteaseを持つことが認められた(7)(8).
またそのProteaseの結晶化にも成功している(9).
　筆者か使用した，尨Ficin標品は,＜本邦産のいちぢく(Ficus, Carica Ｌ.),乳液から得たもの
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1.1　　｀●　　　　　　　　　ゝである．即ち，乳液５ｍｌに, alcohol-ether (5:1) 50mlを加えて，遠心分離し，沈澱をalcohol-
　　　　　　　　　　　　　　1　･Jゝ'　　　　ず　●
ether (2:1) 30mlに懸濁せしめた後，再び遠心分離し，更に沈澱をalcohol-ether (レ1) 20mL
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ろ
次いでether 10 ml で２回洗条した後，減圧下に，塩化カルシウムよで乾燥し,た．収量約.600 mg.
.かくして得たもの即ち，いちぢく乳液の, alcohohether沈澱物を，粗Ficinと仮称する..
　この粗Ficin 100 mg 宛を，前回と同様ﾀ　　　　　　　　　　　　　，　　　　　．　　　　　　　　･'
　(1) pH3 ０．１Ｍ－クェン酸緩衝液
　(2) pH5 0.1 M-クェン酸緩衝液
　(3) pH8 0.1 M一棚酸緩衝液
各１ｍｌに溶解し，不溶物を濾別し，前記要領に従って，電気泳動を行い，染色及び，フイルム法
によるProtease spots の検出を試みた．．その結果は，夫々Fig. n-(i), Fig. n-(2), Fig. n-(3)
に示した通りである.ｲ旦し，この場合も，各図の，左端のみが, B. P.Bによる染色図型で，他は
すべて，泳動濾紙による，フイルム膜面溶脱図型である．
　この結果から考察すると，本実験に用いた粗Ficinは，少くとも，３種の異った蛋白を含んで居
る事が判る，これを，易動度の高い方から，順次, Fraction― 1， Fraction ―2， Fraction― 3と仮
称する．この三者の量的関係を見るに，各ｐＨにおける泳動図型を通じて, Fraction―1は，痕跡
程度であり, Fraction―2と, Fraction―3は約レ２程度と推定出来る．また, Fraction―1は
全然蛋白分解能を示さなかったが，後の二者は，明瞭に示した．なお，この場合も, pH3の泳動
図型は，余り明瞭な分離を示し得なかった．恐らく，前記？apain”の場合と同じ理由であろう．
　更に, Fig. n-(2)とFig. n-(3)を比較して見ると，染色図型では，共にFraction― 3が最も
多いのであるが，その作用力は，一致していない．即ち, Fig. n-(3)(pH=8)では，量的に多い
Fraction ― 3の方力ｒ明らかに，強い蛋白分解力を示しているが. Fig.n-(2)(pH=5)では逆に
Fraction ―･2 の方が，強い作用力を示している．これは，次の如く説明出来る．即ち，泳動濾紙
を，フイルムに作用さす場合，反応液相としては，常に, pH5の緩衝液を用いたのであるが，泳脂
濾紙に残留して居る緩衝液塩類のために，
ｐＨ８の泳動例では，実際には，５よより
もづつと高いｐＨで，酵素作用が行われた
筈である．従って, Fraction ―3の至適pH
が，８に近く, Fraction―2の至適ｐＨが
５に近い場合，かゝる現象が起り得る．（更
に正確にいえば, Fraction一一 3 の至適PH
が, Fraction ― 2の至適ｐＨと比較して，
８に近く，５に遠い場合である.）
　なお，この種Ficinの至適pHに対し
ては，Ｂ.Ｈ.Ｒｏｂｉｎs（1o）が, Ficus Gla-
brataからI aceton処理して得たものに
ついて測定して，右図の如き，pH一活性
度曲線を得て居る．即ち，至適ｐＨは５附
近にあるが，４～８の比較的広いｐＨ価で
活性を示して居る．結局，この場合も，恐
らく，5鮒近に至適ｐＨをもつ酵素と，８
附近に至適pHをもっ酵素があり,’この二
者のｐＨ･一一活性度曲線の平均値として，現
われて居るものと考えられる．
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　　（Ⅲ）２倍体及び４倍体パパイヤ乳液から得たPapain
　本学園芸学教室で栽培した２倍体，及び４倍体の果実の表層部から採取した，乳液から, alcohol
及びetherを用いて，（ｎ）のFicinと同拝な操作で，白色沈澱物を得た．これを，夫々粗Papain-
2X，及び，粗Papain- 4χと仮称ずるに　／
　このもの，各100 mg をごｐＨ５のク ェン酸皿衝液１ｍｌにとかし，不溶物を濾別し，前回と同様
に，濾紙電気泳動を行い，街0 mphenol blue　による染色，及び，フイルム法による, Protease
spotsの検出を試みた．結果をFig.Ⅲ－（1）及びFig.Ⅲ－（2）に示す．
　種々な植物の二倍体と４倍体の間には，通常，非常に大きな相違が現われる．而して，その相違
は，種の間の相違よりも，大きいのが普通のようである．従って，その乳液中ffl Proteaseにも，
ある程度の相違かある筈である．　∧　　へ
　然しレ本実験の結果では図に見る如く√両者共，全く同様な泳動図型を示し，その間に，期待し
た相違は認められなかった．更yにレ拓g∧ｍ∧を検討すると，両者共，２つの，異った蛋白を有して
居る．今その中，易動度の高い方を, Fraction ―1， 易動度の低い方を. Fraction ― 2 と仮称する
と> Fraction―1とFraction ―2との量的比率は大約レ２程度と考えられる．而して1 Fraction
－2は, Fraction ― 1 に較べて,で遥かに強い蛋白分解能を示した．
　今，このFig. mと, Ficin-を同Ｔ条件で泳動せしめて得たFig. n-(2)とを比較して見ると，
泳勁図型そのものは似て居るが，その内.容が著しく異ることが一見して判定出来る．即ち■ Ficin
の場合，約％を占めるま蛋白べFraction― 3 )のｐＨ５に於ける蛋白分解能は少さく，むしろ，量
的には，分に過ぎない1 Fraction ― 2･の方が，大きな蛋白分解能を示して居る．所が，本Papain
の場合は，これに反し，主蛋白べFraction― 2 )が, pH5における蛋白分解能を殆んど独占して
居り，量的には，なお％を占める. Fractionニ１の蛋白分解能は，極めて微々たるに過ぎない．こ
　　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　d9の現象は，（ｎ）おいて, Ficin lについて推論した事を考慮するとFraction ― 1の最適pHが，５
より遥かに遠い為と考えられるか，あるいは，単にその不活性化が, Fraction― 2 に較べて，遥か
に強い為かも知れない．　　　　　　　づ
　なお，この粗Papain中の両種蛋白の中，低易動度の蛋白(Fraction ― 1）をPapain,高易動
度の蛋白(Fraction ― 2）をChimopapain　と考えてよいであろう．又第三の蛋白の存在は認め
得なかった.
　　　（IV）粗Papain- 2 X と粗Papain･4χの比較泳動
　前の実験で, Papain- 2 X･と≒Papain- 4゛Ｘの間に，差異か認められなかったが，これを更に確か
める為に，同一濃度に熔解した両者を，同一濾紙上で，同時に泳動せしめた．
　更にまた，両者の等量混合液を句同時に泳動せしめた，その結果は, Fig. IVに示した通りで
あり，両者の間に，濾紙電気泳勁的には何等差異を認め得ない事を更に確認した．
　　　　　　　　　　　　　　　　尚　｀妾丿　　　　　約
　1.市販の"Papain”製剤，”いちぢぐ’から得た，粗Ficin, 2倍体及び４ｲ剖木パパイヤから
得た，祖Papainの，濾紙電気泳勁，並に.写真フイルムを用いた，泳勁濾紙上のProtease spots
の検出を行った．　　　　　　　　　‥
　２．　市販"Papain”製剤では，２種の蛋白の存在を確認し，この中，主蛋白は，強い蛋白分解能
を示し，従って, Papainと推定，他の一つは，不活性化したChimopapainと推論した.
　3. "いちぢぐ乳液より得た,ヽ粗Ficin 中に，２種のProteaseと１種の，少量の，非活性蛋
白を認めた．２種のＰｒｏtｅａＳｅ.1分中，１つは５附近に，他の一つは，８附近に，最適ｐＨを有する
ものと推論した．　　　　　　　　　　丿，
　　　　　　　　　　　濾紙電気泳勁法による蛋白の研究口　　（大和田）　　　　　　　　５
　４．２倍体，及び，４倍体のパパイヤから得た，浙ドPapain”については，その間に差異を認め
得なかった．なお両者共, Papain,及び, Chimopapainと考えられる，２種のProteaseを含む
事を認めた．　　　　　　　　　　　　．″
　本実験に使用した，２倍休並びに４倍休パパイヤ乳液を御恵与戴いた，本学部園芸学校室，門田
教授に深甚の謝意を表す．
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出発点-り
Fig. I -flj　市販"Papan”製剤の濾紙電気泳動図型　　クェン酸緩衝液ｐＨ＝３
　　　　　　　　（ａ）
（ａ）：B. P. B
（ｂ） （ｃ） （ｄ）
による染色図型；
(b), (c), (d) ; Proteass spotsによるフイルム膜面溶説図型．作用時間は夫々１時間，
　３時間，34時間. (30°Ｃ）
　　　　　　　　Fig. I -(2)同上．クェン酸緩衝液　pH= 5
Frc. -1→
Frc.-2り
出発点⇒
（ａ）
（ｂ）
　　　　（ａ）　　　　　　　　　　　　　（ｂ）　　　　　　　　　　　　　（ｃ）
B. P. B.による染色図型
( c ) ; Protease spotsによるフイルム膜而溶脱図型．作用時間は夫々10分，１時間
（30°Ｃ）
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（ａ）
Fig.！－（3）同前，側酸緩衝液　pH=8
（ｂ） （ｃ）
(a) ; B. P.B.による染色図型
( b ) , ( c ) ; Protease spots によるフイルム膜脂溶脱図型．作用時間は夫々10分，30分
　（30°Ｃ）

（ａ）
（ｂ）
Fre. 1-一タ
Frc. -2→
Frc.･3り
出発点一々
Fig. I －（l）いちぢく乳液から得た，粗Ficinの濾紙電気泳動図型
　　　　　　　　　　クェッ酸緩衝液　　pH=3
出発点-タ
　　　　　　　　　　　　　　　（ａ）　　　　　　　　　　（ｂ）
; B. P. B.による染色図型
; Protease spot によるフイルム膜回溶脱図型．作用時間は20時間（30°Ｃ）
Fig. I -(2)同前．クェン酸緩衝液　pH= 5
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　　　　　　　　　（ａ）
(a) ; B. P. B.による染色図型．
（ｂ） （ｃ）
(b) , ( c ) ; Protease spots によるフイルム膜而溶脱図型．作用時間は，夫々20分，10時間
　（3a°Ｃ）

Frc. -1り
Frc.-2->
Frc. -3→
出発点
Fig. 1 －（3）同前．詣酸緩衝液　　pH= 8
　　　　　　（ａ）　　　　　　　　　　　　　（ｂ）　　　　　　　　　　　　　　（ｃ）
(a) ; B. P. B.による染色図型
( b) , ( c ) ; Protease spots によるフイルム膜而溶脱図型．作用時間は夫々50分，２時間
　（30°Ｃ）
　Fig. U-Cl)　当地産２倍休パパイヤから得た，粗Papain-2 X の濾紙電気泳動図型
　　　　　　　　　　　　　　　　　クェッ酸緩衝液　　pH= 5
Frc. -1-タ
Frc.-2->
出発点⇒
??????
(b),
　　（ａ）
B.P.B.による染色図型
（ｂ） （Ｃ）
(c) .;　Protease spots によるフイルム膜面溶脱図型．作用時間は夫々10分、30分（30°Ｃ）
い . ｀ ‘
Frc. -l->
Frc. -2今
出発点一今
Fig. l-(2)当地産４倍休パパイヤから得た，
　　　　　　　　　　　　　　クェッ酸緩衝液
粗Papain-4 X の濾紙電気泳動図型
pH= S
　　　　　　（ａ）　　　　　　　　　　　　（ｂ）　　　　　　　　　　　　　　　　（ｃ）
（ａ）；　B. P. B.による染色図型
（ｂ），（ｃ）；　Proteasespots によるフイルム膜面溶脱図型．作用時間は夫々20分，50分
　（30°Ｃ）
Fig. W　粗Papain･2Xと粗Papain-4 X の比較泳動図型
　　　　　　　クェン酸緩衝液　　ｐＨ=こ５
出発点-）
心--､-ld･-･i････-7d‾･･ﾀ･ﾐ
　　　　　（ａ） （ｂ） （ｃ）
（ａ）：Papain- 2χ, (b)：Papain-2X十Papain-4X, (c)：Papainご４Ｘ．
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